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金属硫蛋白的色谱/ 电喷雾电离质谱联用表征方法
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摘要 :通过反相液相色谱 (RPLC) 与电喷雾电离质谱 ( ESI2MS) 的联用技术 ,对镉诱导金属硫蛋白标准物质 MT21 和
MT22 的结构进行表征分析。采用Vydac C8反相色谱柱 (250 mm ×211 mm i1d1 , 5μm , 30 nm) ,流动相A 为 p H 610
的 5 mmol/ L乙酸铵水溶液 ,流动相 B 为 p H 610 的 5 mmol/ L乙酸铵的甲醇2水 (体积比为 1∶1) 溶液 ,流动相流速为
0120 mL/ min ,在 40 min 内流动相 B 的体积分数从 10 %增加到 3715 %进行梯度洗脱。分别用紫外 (UV) 和 ESI2MS
检测 ,可获得总离子流色谱图及与其色谱峰对应的质谱图。通过对 MT21 和 MT22 的质谱信号的解析 ,发现通过
该法获得的 MT 结构形态大多与前人报道的结果吻合。还测定了兔肝 MT 的多形态结构 ,利用酸化脱金属硫蛋白
(apo2MT) 使谱图简化 ,可清晰地获得在兔肝中存在的各种 MT 亚型和次亚型结构形态。
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Abs t ract : Mammalian metallothioneins (MTs) us ually have two major is oforms , MT21 and MT22 ,
existing in tiss ues because of the genetic p olymorp his m. Metallothionein is oforms and s ub2is oforms
were characterized with a hyp henated technique of reversed2p hase liquid chromatograp hy ( RPLC)
coupled with electrospray ionization mass spectrometry ( ESI2MS) . The MT2is oform separation was
carried out using a C8 narrow2bore column Vydac C8 (250 mm ×211 mm i1d1 , 5μm , 30 nm) .
Buffer A was 5 mmol/ L ammonium acetate in water (p H 610) and buffer B was 5 mmol/ L ammoni2
um acetate in methanol2water (1∶1 , v/ v) (p H 610) . A linear gradient elution was used by increas2
ing buffer B from 10 % to 3715 % within 40 min. The flow rate was set at 0120 mL/ min. The tenta2
tive formulas of MT is oforms and s ubis oforms were interp reted with the meas ured masses at the
vicinity of apexes in total ion current chromatogram of ESI2MS and the reference data rep orted pre2
viously. The method was validated with the standard reference materials of MT21 and MT22. The
res ults indicated that many MT species interp reted were in good agreement with the reference data
rep orted . The MT sample from rabbit liver was meas ured with the establis hed method. The re2
s ults , of which the ap o2MT was used by acidification of the sample for simplifying the mass spec2
tra , s howed that there were species of MT is oforms and s ubis oforms in rabbit livers .
Key w or ds : metallothioneins ; hyp henated technique ; reversed2p hase liquid chromatograp hy ; elec2
trospray ionization mass spectrometry
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　　金属硫蛋白 (MTs) 是一类富含巯基 ( —SH) 的结
合金属蛋白 ,动物细胞经重金属刺激能使 MTs 被大
量诱导合成 ,并在众多位点上抢先与侵入的重金属




和 MT22 这两种最主要的 MT 亚型[4 ,5 ] 。此外 ,在每
个 MT 亚型中还存在多种次亚型结构。研究和表征
结合金属的 MT 亚型和次亚型结构对了解 MT 的生
理功能具有重要意义。本文通过反相液相色谱
(RPLC) 与电喷雾电离质谱 ( ESI2MS) 联用的方法对
镉诱导金属硫蛋白标准物质和兔肝脱金属硫蛋白
图 1 　MT22 标准物质的 HPL C2ESI2MS 色谱图及质谱图
Fig. 1 　Chr oma t ogra ms a nd ESI mass sp ect ra of MT22 s t a nda r d by HPL C2ESI2MS
a . UV detection at 225 nm ; b . mass detection in TIC mode ; c and d. ESI mass spectra at the vicinity of apexes 1 and 2 in TIC ( Fig. 12b) , re2
spectively. Mobile phases : A. 5 mmol/ L ammonium acetate in water (p H 610) ; B . 5 mmol/ L ammonium acetate in methanol2water (1∶1 , v/ v)




　　电喷雾电离质谱与高效液相色谱仪 ( HPLC) 的
联用系统 ( HP1100 LC/ MSD) (Agilent , USA) ,带有二
极管阵列检测器 (DAD) ;反相色谱柱 Vydac C8 (250
mm ×211 mm i1d1 , 5 μm , 30 nm ) ( Hesperia ,
USA) 。
　　MT 标准物质包括MT21 和MT22 (Sigma 公司) 。
MT 储备液 :称取 MT 标准品适量 ,用水稀释 ,配成 1
000 mg/ L MT 储备液。MT 工作溶液 :用水稀释 MT
储备液而得。MT 标准储备液及工作溶液均置于 4
℃冰箱中。兔肝 MT 样品由湖南麓谷生物技术公司
提供。三氟乙酸 ( ICN 公司) 。甲醇为液相色谱纯
( Tedia 公司) ,醋酸铵为分析纯产品 (上海) 。实验
用水经 Milli2Q50 (Millip ore , Bedford , MA) 制备。
所有流动相都经氩气脱气除氧。
1. 2 　M T 的 RPL C2ESI2MS 表征方法
　　RPLC2ESI2MS 系统的接口是将 RPLC 的洗脱液
通过一细的聚四氟乙烯 ( PTFE) 管直接导入 ESI 的
石英毛细管中 ,再通过一喷雾针使样品在加电 (415
kV) 条件下喷雾电离。选择正离子分析模式 ,质量
扫描范围为 800～1 900 u。流动相 :A 为 p H 610 的 5
mmol/ L乙酸铵水溶液 ,B 为 p H 610 的 5 mmol/ L乙
酸铵的甲醇2水 (体积比为 1∶1) 溶液 ,在 40 min 内流
动相 B 的体积分数从 10 %增加到 3715 %进行梯度洗
脱。由于使用微柱分离 , 选择流动相流速为 0120
mL/ min ,此流速与电喷雾进样系统的流速相匹配 ,故
不需用分流装置而直接进样电离。
2 　结果与讨论
2. 1 　M T22 标准物质的 RPL C2ESI2MS 表征结果
　　在仪器优化条件下对 MT 亚型和次亚型进行
RPLC 分离 ,并将 RPLC 与 ESI2MS 联用 ,可获得总离
子流 ( TIC) 色谱图及其色谱峰对应的洗脱组分的相
对分子质量 ( Mr) 。图 1 是 MT22 标准物质在优化条
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件下的紫外检测色谱图 ( a ) 、ESI2MS 的 TIC 色谱图
( b) 及 TIC 色谱峰顶对应的质谱图 (c , d) 。
　　由图 1 可见 , ESI2MS 检测的总离子流图和 UV
检测的色谱图相似 , 在流动相 B 的体积分数增至
3013 %时有一强信号峰出现。此外 ,还有几个信号










线中的峰 1 和峰 2 对应的质谱图 (图 12c 和 d) ,并通
过各碎片的质量数对 MT22 的各次亚型结构进行相
对分子质量的确认和结构归属 ,结果列于表 1 中。
表 1 　MT22 次亚型相对分子质量的确认和分子构型的推断
Ta ble 1 　Rela t ive molec ula r mass ide ntifica t i on a nd t e nt a t ive f or mulas of MT22 s ub2is of or ms












6 856. 5 6 857 ±2 　 Cd72MT22α 6 084. 1 100 　　
6 899. 5 6 898 ±2 　 Cd72MT22β 6 125. 1 76. 5
6 804. 5 6 804 　 Cd5Zn22MT22β 6 125. 1 67. 0
1 6 934 6 932 　 Cd72MT22δ 6 159. 1 45. 7
6 759 6 756 　 Cd4Zn32MT22β 6 125. 1 21. 6
6 968 21. 6
6 893 66. 5
6 921 71. 0
6 825 6 823. 3 　 Cd5Zn22MT22γ 6 144. 5 58. 9
2 6 917. 5 6 918. 8 　 Cd72MT22γ 6 146 　 57. 7
6 905. 5 6 906 ±1 　 unidentified 46. 0
6 899 6 898 ±2 　 Cd72MT22β 6 125. 1 31. 8
　1) For peaks 1 and 2 , see Fig. 12b ; 2) Mapo2MT = MMT - Mmetals + M14H + .
　　在峰 1 的质谱图 (图 12c) 中 ,由最强的带 5 个正
电荷的碎片信号峰 m/ z 1 37213 ( [ M + 5H ]5 + ) 可计
算其 Mr 为6 85615 ,该值与文献参考值6 857 ±2 十
分接近 ,因此 ,将此碎片信号归属为 Cd72MT22α。按
此方法 ,在峰 1 的质谱图中可确认的 MT22 构型还
有 : Cd72MT22β( Mr 为6 899. 5 ) , Cd5Zn22MT22β( Mr
为6 804. 5) , Cd72MT22δ( Mr 为6 934) 和 Cd4Zn32MT2
2β( Mr 为6 759) 等。
　　在峰 2 的质谱图 (图 12d) 中有两个较强的碎片
信号 ,其 Mr 为6 825和6 91715 ,这两个碎片信号分别
归属于 MT22 的两个亚型 Cd5Zn22MT22γ ( Mr 的理
论值为 6 82313 ) 和 Cd72MT22γ ( Mr 的理论值为
6 91818) 。此外 ,将 Mr 为6 899的碎片确认为 Cd72
MT22β( Mr 的理论值为6 898 ±2) 。而6 905. 5与文
献参考值6 906 ±1 接近 ,但未能找到与之对应的亚
型结构。其他的一些质谱峰 ,包括信号较强的碎片
峰 (如 Mr 为6 921的信号峰) ,由于找不到匹配的参
考文献数据 ,因此难以归属其分子构型。
2. 2 　M T21 标准物质的 RPL C2ESI2MS 表征结果
　　图 2 是 MT21 标准物质采用与 MT22 表征时相
同的 RPLC2ESI2MS 联用系统时得到的色谱图及相
应的质谱图。
　　在流动相 B 的体积分数增至约 3013 %时 , TIC
色谱图 (图 22a) 上有两个强的尚未完全分开的信号
峰 ,在流动相 B 的体积分数约为 3217 %时 ,有另一
强的信号峰洗脱出来。图 22c , d , e 和 f 是 TIC 曲线
(图 22b) 上峰 1 至峰 4 对应的质谱图 ,从 ESI2MS 质
谱图提供的质量数及参考文献数据推断出 MT21 各
次亚型的分子构型列于表 2。在峰 1 对应的质谱图
上有一强的信号峰 ( Mr 为6 87915) ,但无法解析其
对应的 MT21 分子形态。Mr 为6 922的信号峰可归
属于 Cd72MT21α, 其对应的脱金属 MT 的 Mr 为
6 14716。Mr 为6 86815的信号峰对应于 Cd6Zn2MT2
1α ( Mr 的理论值为6 870) 。而 Mr 为6 91715的信号
峰可归属于 Cd72MT21α或 Cd6Zn2MT21γ,这是因为
二者的理论 Mr 都与测量值接近 ,但它们的脱金属
MT 的 Mr 却分别为6 14410和6 19210 ,表明其次亚
型的构型不同。
　　在峰 2 对应的质谱图中 , 最强信号的 Mr 为
6 94515 ,可将其归属为 Cd72MT21β( Mr 的理论值为
6 94818) ; Mr 为6 991的信号与 Cd72MT21δ的理论值
6 991 ±1 十分接近 ,可将其归属为该构型。Mr 为
6 899. 5的次亚型结构与 MT22 的 Cd72MT22β( Mr 的
理论值为6 900) 相似 ,是因为在MT21中可能由于分
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图 2 　MT21 标准物质的 HPL C2ESI2MS 色谱图及质谱图
Fig. 2 　Chr oma t ogra ms a nd ESI mass sp ect ra of MT21 s t a nda r d by HPL C2ESI2MS
a . UV detection at 225 nm ; b . mass detection at TIC mode ; c , d , e and f . ESI2MS mass spectra at the vicinity of apexes 1 - 4 in TIC ( Fig.
22b) , respectively. For mobile phases , see Fig. 1.
表 2 　MT21 次亚型相对分子质量的确认和分子构型的推断
Ta ble 2 　Rela t ive molec ula r mass ide ntifica t i on a nd t e nt a t ive f or mulas of MT21 s ub2is of or ms
base d on t he mass sp ect ra of ESI2MS a nd t he ref e re nce da t a
Peak1) Mass found ( Mr) Reference
[6 - 9 ] mass ( Mr) Tentative formula Mass of apo2MT ( Mr) 2) Intensity/ ( CPS)
6 879. 5 100
6 922 6 920. 5 Cd72MT21α 6 147. 6 87. 5
6 954 6 953 ±1 unidentified 61. 9
1 6 825 6 823 Cd5Zn22MT21α 6 144. 0 57. 4
6 917. 5
6 916. 8 Cd72MT21α 6 144. 0
6 917. 8 Cd6Zn2MT21γ 6 192. 0
　74. 8
6 868. 5 6 870 Cd6Zn2MT21α 6 144. 0 　68. 9
2
6 945. 5 6 948. 8 Cd72MT21β 6 176 　 100
6 991 6 991 ±1 Cd72MT21δ 6 218. 1 82. 1
6 899. 5 6 900 Cd72MT22β 6 125. 1 53. 1
7 028. 5 　42. 1
6 853. 5 6 854. 8 Cd5Zn22MT21β 6 176 　 　31. 4
6 971 　 100
7 019. 5 71. 4
7 011. 0 7 011 ±1 Cd72MT21ε 6 238. 5 62. 6
3 6 922 42. 1
6 991 6 991 ±1 Cd72MT21δ 40. 3
7 057 38. 1


















　1) For peaks from 1 to 4 , see Fig. 22b ; 2) Mapo2MT = MMT - Mmetals + M14H + .
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离不完全而混有 MT22 亚型。此外 , Mr 为6 85315的
质谱峰可归属为 Cd5Zn22MT21β( Mr 的理论值为
6 85418) 。
图 3 　兔肝脱金属硫蛋白( ap o2MT) 的 HPL C2ESI2MS 色谱图及质谱图
Fig. 3 　Chr oma t ogra ms a nd ESI mass sp ect ra of ap o2MT i n ra bbi t live rs by HPL C2ESI2MS
a . UV detection at 225 nm ; b . mass detection at TIC mode ; c , d , e , f and g. ESI mass spectra at the vicinity of apexes from 1 to 5 in TIC
(the Fig. 32b) , respectively. For mobile phases , see Fig. 1.
　　在峰 3 对应的质谱图中 , Mr 为7 01110和6 991
的信号峰对应于 MT21 的两个构型 ,即 : Cd72MT21ε
( Mr 的理论值为7 011 ±1) 和 Cd72MT21δ ( Mr 的理
论值为6 991 ±1) 。由于信噪比太低及无相关的文
献数据 ,因此 ,很难对其他的质谱信号峰进行适当的
确认和归属。
　　峰 4 对应的质谱信号总体较弱 , 只对 Mr 为
6 89915和6 85015的两个信号峰进行归属 , 分别为
Cd72MT22β( Mr 的理论值为6 900) 和 Cd6Zn2MT22β
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( Mr 的理论值为6 852 ±2) 。此两个构型同样可能
是因为在 MT21 标准中混有 MT22 的缘故。
2. 3 　兔肝 M T 样品的 RPL C2ESI2MS 表征结果
　　图 3 是兔肝 MT 样品在与上述相同的 RPLC2
ESI2MS 联用系统条件下得到的色谱图及相应的质
谱图。为了使谱图变得简单些 ,进样前将 MT 样品
先用三氟乙酸酸化 ,使之成为脱金属硫蛋白。图 32a
和 b 分别是其紫外检测色谱图和总离子流色谱图 ,
除峰 4 较弱外 ,其余 4 个峰均较强。
　　由 ESI2MS 质谱图 (见图 32c～g) 检测的 Mr 及
参考文献数据推断出兔肝 ap o2MT 各次亚型的分子
构型列于表 3。从 MT 的多形态结构可以推知 ,在兔
肝中存在着多种金属结合态的 MT 亚型和次亚型。
表 3 　兔肝 ap o2MT 相对分子质量的确认和分子构型的推断
Ta ble 3 　Mass ide ntifica t i on a nd t e nt a t ive f or mulas of ap o2MT i n ra bbi t live rs base d on
t he mass sp ect ra of ESI2MS a nd t he ref e re nce da t a
Peak1) Mass found ( Mr) Reference [6 - 9 ] mass ( Mr) Tentative formula Intensity/ ( CPS)
1
6 149. 2 6 146 apo2MT22β 100
6 146. 5 6 145 ±1 apo2MT21α 28
2
6 216. 0 6 215. 4 apo2MT22δ 100
6 213. 9 6 214 apo2MT22ξ 40
3
6 132 　 unidentified 100
6 125. 0 6 125. 5 ±0. 5 apo2MT22α 33
6 123. 6 apo2MT21δ 56
4
6 242. 0 6 241 ±1 apo2MT21ε 100
6 241. 0 6 240 apo2MT22ε 47
5
6 242. 0 6 241 ±1 apo2MT21ε 100
6 241. 0 6 240 apo2MT22ε 21
　1) For peaks from 1 to 5 , see Fig. 32b.
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